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論 文 内 容 要 旨
家畜の体外受精は,受 精に関する基礎的研究を容易にするだけでなく,畜 産学的にも,雄 畜の
繁殖能力の予知,配 偶子の有効利用,さ らには,配 偶子や受精卵子の顕微操作との関連で大きな
期待が寄せられている。本来,体 内受精を行う哺乳動物では,精 子は雌生殖道内に一定時間滞在
することによって受精能を獲得 し,排 卵されて間もない卵子 と受精する。従って,体 外受精の成
立のためには,受 精能獲得精子と受精能および発生能を保有 した卵子の準備が不可欠であり,そ
のための条件の検索が行われてきた。 しか しなが ら,家 畜ではそれ らの条件がまだ十分に確立さ
れておらず,体 外受精の結果得 られた産子も少ない。 したが って当面の課題としては,体 外受精
技術の確立に必要な諸条件,す なわち精子の受精能獲得条件,受 精能保有卵子の採取条件,卵 胞
内卵子の体外での成熟培養条件,体 外受精卵子の後期胚への発生および移植条件などの解明か急
がれている。.
本研究は,牛 と同 じ反すう家畜のヤギで体外受精技術の確立を目さ したもので,特 に精子の受
精能獲得条件,受 精能と発生能を保有する卵子の採取および成熟培養条件を検索 した。また,受
精卵子の発生能を しらべ,産 子を得るための移植を試みた。
1.体 内 に お け る 精 子 の 受 精 能 獲 得
1)日 本 在 来 種 の ヤ ギ を用 い,受 精 後4,6,8時 間 の子 宮 内か ら精 子 を回収 し,透 明 帯 除 去 ハ ム
ス タ「 卵 子(以 下,ハ ム ス タ ー卵 子 と略 す)に 媒 精 して 精 子 の 侵 入 能 を し らべ た。 その 結 果 ,4
時 間後 に 回収 した精 子 で は,1.3×1脚 の低 い 精 子 濃 度 に もか か わ らず,36.7%の 侵 入率 を 示
したが,8時 間後 に は供 試す るに十 分 な精 子 を 回 収 で き な か った 。
2)カ ニ ュ ー レを経 由 して 発情 期,非 発 情 期 の ヤ ギ子 宮 内に,洗 浄 ま た は非 洗 浄 処 理 精 子 を注
入 し,1～7時 間 のincubati。nの の ち 回収 して,ハ ム ス タ ー卵 子 へ の侵 入 能 を し らべ た。 その
結 果,BO(Brackett&Oliphant;工975)・ 液 に よ る洗 浄 後,発 情 期 ま た は 非 発 情 期 の ヤ ギ子
宮 内 で5時 間incubateし た精 子 で,そ れ ぞ れ93.8%お よび76.6%の 侵 入 率 を示 した(TableD。
非 洗 浄 処 理 精子 で は,5時 間 のincubationで45.7%の 侵 入 率 を 示 した(Tahle1)。
3)排 卵 期,非 排 卵 期 のハ ム ス タ ー摘 出子 宮 内 に,洗 浄 ま た は 非 洗 浄 処 理 精 子 を 注 入 し,1～
7時 間 のincubationの の ち回 収 して,ハ ム ス ター 卵 子 へ の侵 入 能 を し らべ た。 そ の 結 果,非 排
卵 期 の 摘 出ハ ム ス タ ー子 宮 内 で のincubationで は,そ の 時 間 お よび 精 子 の 洗 浄 処 理 に関 係 な く,
効 果 が認 め られ な か った。排 卵期 のハ ムス タ ー 子 宮 内incubationで は,BO液 によ り洗 浄 した 精
子 を5時 間incubateす る こと によ り,82.1%の 侵 入率 が 示 され,生 理 食 塩 水 に よ り洗 浄 した精 子
で も同 時 間 のincubationに よ り56.8%の 侵 入 率 が 得 られ た(Table2)。
4)受 精能 獲得 に 伴 う運 動 性 の変 化 と先 体 反 応 を,incubation後 回 収 した 精 子につい て し らべ
た 。 そ の 結 果,新 鮮 射 出精 子 の前 進 運 動(Plate1,A)と は明 らか に異 な る,尾 部 の む ち打 ち運
動 が認 め られ(Plate1,B),hVPeractivationが 起 こ った こ とが 確 認 され たc高 い 侵 入 率 を 示 す
条 件 下 でincubateし た 精子 は,hVPeractivationの 誘 起率 も高 か った(Fig.1)。 同 様 に,高 い
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侵 入 率 を示す 条 件 下 で のincubationに よ り,精 子 の 先 体 反応 も 高 い割 合 で誘 起 され る傾 向が 認
め られ た(Fig.2)。
5)以 上 の こ とか ら,自 然 交 配 後 の 子 宮 は もち ろん,カ ニ ュ ー レを経 由 して 精 子 を 注 入 した 子
宮 に お い て も,発 情 期,非 発 情 期 に関 係 な く,精 子 の 受 精 能 獲 得 が 認 め られ,さ らに異 種 動 物 の
子宮 内 にお け る精 子 の 受 精 能 獲 得 条 件 が 示 され た 。 ま た,精 子 に は,受 精 能 獲 得 に伴 うhvper-
activationが 認 め られ,hVperactivationお よ び 先体 反 応 と侵 入 能 と の 経 時 的 関係 も示 され た 。
す な わ ち,ハ ムス タ ー卵 子 へ の 侵 入 開始 に先 だつ5～6時 間 お よ び3～4時 間 に,そ れ ぞ れ
hVperactiva廿onお よ び 先 体 反 応 の ピー クが 認 め られ,受 精 能 獲 得 に 伴 う変 化 と侵 入 能 と の間 に
相 関 が認 め られ た(Fig.3)。
2。 体 外 に お け る 精 子 の 受 精 能 獲 得
1)体 外条 件 下 で,BWW(Biggers,WhittenandWhittingham;1971),后O,MEM
の 各液 を 用 い た 培 地 内 で5時 間 のpreincubationを 行 った の ち,ヤ ギ精 子 のハ ム ス タ ー卵 子 へ の
侵 入 能 を し らべ た 。 そ の結 果,い ず れ の 培地 内でpreincubateし た 精 子 で も,3～6%の 低 い 侵
入率 しか 示 さな か った。 さ らに,牛 血 清 ア ル ブ ミン,ヤ ギ 血清,ヤ ギ血 清 ア ル ブ ミ ン,牛 卵 胞 液
を 添 加 したBO,MEM液 の両 培 地 内 で5時 間のpreincubationを 行 っ たの ち,侵 入能 を し らべ
たが,添 加 物 の 効 果 は認 め られ ず,0～6%の 侵 入 率 を 示 す に と ど ま っ た。
2)媒 精 前 の 精 子 の 前 処 理 と してHIS(高 張液)処 理,Hyamine処 理IA(Ionophore
A23187)処 理 を行 い,ハ ムス タ ー卵子 へ の 侵 入 能 を し らべ た。 そ の結 果,精 子 侵入 能 に及 ぼ す
HISお よ びHVamine処 理 の効 果 は,処 理 濃 度,処 理 時 間 に 関 係 な く3～12%の 侵 入率 しか 示 さ
なか っ た。 これ に対 しIA処 理 で は,0.5μM,2分 間 の 処理 で 有 意 に 高 い侵 入率(78。8%)を 示
し(Table3),さ らに1mMのcAMP,4mMのCaffeine,2.25mMのCaCl2・2H20の 添 加
によ り85.4%に 向上 した。
3)3種 の 精 子 の前 処 理 に つ いて,前 処理 後0.5～9時 間 のpreincubationを 行 った の ち,ハ
ム ス タ ー卵 子 へ の精 子 侵 入能 を し らべ た 。 そ の 結 果,HIS,Hyam{neの 両処 理 区 で は,pre』 一
in㎝bationに よ る効 果 は認 め られ な か った。IA処 理 で は,処 理 直後 の媒 精 で2～3時 間以 内
に侵 入 率 が 上 昇 し,4時 間 目に は 高 い侵 入 率 を示 した 。 これ に対 し,処 理 後1時 間 のincubation
の の ちの 媒 精 で は侵 入率 が 低 下 し,処 理 後3時 間で は 侵 入 卵 は得 られ なか った(Fig.4)。`
4)前 処 理 お よ び媒 精 時 の精 子 濃度 の,侵 入 能 に及 ぼ す 影響 を し らべ た。 そ の 結 果,各 前 処 理
と も,2～3×10粥 の 精 子 濃 度 で行 い,そ の 後2～3×10%4の 精 子 濃 度 に よ る媒 精後,比 較
的高 い侵 入 率 を示 し,こ れ らの 精 子 濃度 よ り高 くて も,低 くて も,侵 入 率 の 低 下 が 認 め られ た。
5)5頭 の雄 ヤ ギ(7～103か 月 齢)か ら精 液 を採 取 し,0。5μM,2分 間 のIA処 理 後,ハ ム
ス タ ー卵 子 へ の侵 入能 を しらべ た 。 その 結 果,月 齢,精 液 採 取 時 の 精 液 量,精 子 濃 度,精 子 活 力
とは 関 係 な く,侵 入 率 の 差(37.5%～90.9%)が み られ,ヤ ギ 精 子 の 受 精 能 獲 得 に個 体差 の あ る
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こ とが 示 され た。
6)受 精 能 獲 得 に伴 う運 動 性 の 変化 と先 体 反 応 を し らべ た 結果,IA処 理 後 の 精 子 にhyper-
activationが 認 め られ た が,他 の前 処 理 区 で は認 め られ なか った(Fig.5,A)。 先体 反 応 はIA
処 理 で ピー ク(35%)を 伴 うゆ るや か な 変 化 を 示 したが,他 の 前 処 理 区で は誘 起 率 が 低 か った
(Fig.5,B)a
7)以 上 の 結 果か ら,IA処 理 に よ り体 外 に お い て,ヤ ギ精 子 の受 精 能 獲 得 が誘 起 さ れ る ことが
明示 され た 。 さ らに,ヤ ギ 精子 の個 体 差 を考 慮 して2～3×107磁 の精 子 濃 度 で,0.5μM,2分 間
のIA処 理 を 行 い,そ の 直後 に2～3×10%4の 精 子 濃 度 で 媒 精 す る こ と に よ り,高 い侵 入 率 が
得 られ る こ と が わか った。 ま た,IA処 理 で は,精 子 の侵 入開 始 と ほ ぼ 同 時 か ま た は1時 間 前 に,
hyperactivationと 先 体 反 応 が高 率 に誘 起 さ れ るこ とが 示 され た(Fig.6)。
3.卯 子 の 採 取 と 処 理
1)日 本 在 来 種 の成 熟 雌 ヤ ギ にPMSG1,0001Uの1回 投 与,ま た はFSH12AU,20AUの3
回 分 割投 与 を 行 い,PGF2α,hCG投 与 後24時 間 目に 正 中 線 を切 開 して,卵 胞 発 育 お よ び排 卵誘
起 を し らべ た 。 卵 胞 につ いて,直 径5㎜ 以 下 のSF(小 卵 胞)と5㎜ 以 上 のLF(大 卵 胞)を 区 分
した 結 果,FSH20AUの3回 分 割 投 与 に よ り平 均19個 のLFの 発 育 が 認 め られ,PMSG1,0001U
投 与 の8個 に比 べ て 強 い反 応 と発 育 を示 した 。SFお よ びOP(排 卵 点)の 数 には,投 与 ホル モ ン
の種 類 に よ る差 が 認 め られ ず,そ れ ぞ れ2～3個,4～5個 が 認 め られ た 。
2)PMSGま た はFSHの 投 与 によ る過 排 卵 処 理 後,48時 間 目 にPGF2α(P)を 投 与 し,そ の
後hCG(H)投 与 まで の時 間(24,36時 間)お よ びHか ら回 収(R)ま で の 時 間(20,24時 間)に
っ い てLF,SFの 数 お よびLF,SFか ら回 収 さ れたLFO(大 卵 胞 卵 子),SFO(小 卵 胞 卵 子),
OP,TO(排 卵 卵 子)の 数 を しらべ た。 そ の結 果,P-H24時 間,H-R20時 間 区 で 有 意 に 高 い
反 応 が み られ,SF15個 の 発育 とSFO8個 の 回収 が 得 られ た 。P-Hお よ びH-Rの 間 隔 が 長 く
な る に従 い,SF,SFOの 数 は減 少 した。 ま た,LF,LFOの 数 はP-H36時 間,H-R24時 間
区 で高 く,ユ5個 のLFか らU個 のLFOが 回収 され た。P-H24時 間,H-R24時 間 区で はLFは
2個,LFOは1.5個 で あ った。OP,TOに は,投 与 区 に よ る差 は み られ ず,OPの 多 か ったP-
H36時 間,H-R24時 間 区 で は,1.7個 のTOが 回 収 され,回 収 率 は33%と 低 か った 。 各 卵 子 の
回収 率 は,LFOが69～77%と 高 く,SFOは44～60%で あ った(Table4)。
3)回 収 後 得 られ た 成熟 卵子 す な わ ちLFOを,回 収 直後(0～1時 間)ま た は4～6時 間 の 成
熟 培 養 後 に それ ぞれ 媒 精 し,30時 間 の培 養後 そ の成 熟 率 と侵 入 率 を し らべ た。 そ の 結 果,成 熟 率
に は,回 収 直後 お よび4～6時 間培 養 後 の 卵子 間 に有 意 差 が み られ ず,71～89%の 卵 子 がM皿
(Metaphase皿)に 達 して い た。 また,回 収 直後 の媒 精 卵 子 で は25%の 侵 入 率 を 示 した が,4～
6時 間 の成 熟 培養 後 の 卵子 は42.8%の 侵 入率 を示 し,4～6時 間 の 成 熟 培 養 に よ る侵 入 率 の 向上
が 認 め られ た。
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4)SFOに 相 当 す る未 成 熟 卵 子 を回 螺 直 後,ま た はestradiol-17β1μ 卯6,hCGlIU/π6,
20%FCSを 添加 したF12(Ha㎡sF12), .お よびF12に さ らに20mMHEPES,1.25mMNa
Pvruvate,0.1mMCAMPを 添 加 したm-F12に よ る24～26時 間 の 成 熟 培養 後 に,そ れ ぞ れ媒 精
し,さ ら に30時 間 の 培 養 後,成 熟 卵 子 の 割 合 を し らべ た。 そ の結 果,回 収 直後 に媒 精 した卵 子 は
7.7%の 卵子 がM皿 に成 熟 して いた が,F工 εで 培 養 した卵 子 は56.3%,m-F12で 培養 した卵 子 は
68.8%の 成 熟 率 を示 した 。
5)以 上 の結 果 か ら,過 排 卵 処 理 の ため の ホ ル モ ンの種 類 お よ び投 与 量 に よ っ て卵 胞 の 反 応 と
発育 に差 の生 ず る こ とを 認 めた 。 ま た過 排 卵 処 理 後 のPGF・ α投 与,hCG投 与,回 収 の 各 時 期 の
間 隔 によ って,回 収 可 能 な卵 子 の種 類 と数 に差 が 認 め られ た。 さ ら に,排 卵 卵 子 で は低 く,大 卵
胞 卵 子 で は高 い回 収 率 が 示 され た。 ま た,回 収 後 の卵 胞 内卵 子 は卵 胞 の 大 き さ に応 じた 成 熟 培 養
に よ り,成 熟 率,侵 入率 が 高 ま る傾 向が 認 め られ,成 熟 培 養 の 必 要 性 とそ の た め の培 養 条 件 が 示
され た。
4.・ 体 外 受 精
D授 精 後4時 間 で 子 宮 か ら回 収 した 精 子,BO液 に よ る洗 浄 後,発 情 期 の ヤ ギ子 宮 内 お よ び
排 卵 期 の 摘 出 ハ ムス タ ー子 宮 内 で それ ぞ れ5時 間incubateし た精 子 の 計3種 を用 い,回 収 後,
4-6時 間 培 養 したLFOに 媒 精 して,5,10,20,30時 間 後 の精 子侵 入 率 を し らべ た。 そ の
結 果,ヤ ギ子 宮 内incubation精 子 お よ びハ ム ス ター子 宮 内incubation精 子 で は媒 精10時 間後
に そ れ ぞ れ16.7%お よ び37.5%の 侵 入率 を 示 した 。 ま た,30時 間 後 に は,ヤ ギ子 宮 内incuba-
tion精 子 で57.1%の 侵 入 率 を 示 し,授 精後4時 間 で 子 宮 か ら回 収 した 精 子 お よ びハ ムスター子
宮 内incubation精 子 で は とも に40%の 侵 入率 を 示 した。
2)体 外 に おい て,0.5μM,2分 間 のIA処 理後 の精 子 を 回 収 後,4-6時 間 の培養 を行 った
LFOに 媒 精 し,経 時 的 に侵 入能 を し らべ た。 その 結果,媒 精10時 間 後 に30%の 侵 入率 が 得 られ,
20,30時 間 後 には それ ぞ れ46.2%,55.6%の 侵 入率 を 示 した 。
3)授 精 後4時 間で 子 宮 内 か ら回 収 した精 子,BO液 に よ る洗 浄 後,発 情 期 ヤ ギ子 宮 内 ま た は
排 卵 期 ハ ム ス タ ー子 宮 内で それ ぞ れ5時 間のincuba亡ion .を行 った 精 子 を,成 熟 培養 後 のSFO,
LFOお よ びTOに そ れ ぞ れ媒 精 し,さ らに継 続 培 養 を 行 い,受 精 卵 子 の発 生 能 を しらべ た。 そ の
結 果,ヤ ギ ま た はハ ム ス タ ・一子 宮 内 でincubateし た精 子 に媒 精 さ れ た卵 子 の20～60%が 分 割 し
た。 ま た卵 子 の種 類 に よ って 分 割 卵子 の 発 生 の 割 合 に差 を 生 じ,SFOで 低 く(20～33.3%),T
Oで 高 か った(50～60%)。 精 子 のincubation条 件 の 違 い に よ る分 割 率 の差 は認 め られ な か った
(Table5)0
4)2mMCaffeine添 加BO液,ま た は4mMCaffeine,1mMcAMP,2.25mMCaCl2
・2H20を 添 加 したBO液 の それ ぞ れ で0 .5μM,2分 間 の 処 理(IA処 理 お よ び1n-IA処 理)を
した精 子 を,成 熟 培養 後 のSFO,LFOお よ びTOに 媒 精 後,継 続 培養 を行 い,受 精 卵子 の発 生
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能をしらべた。その結果,m-IA処 理した精子に媒精 されたLFOお よびTOで それぞれ62お
よび50%の 分割卵が得 られ,21個 のLFOの うち4個 が5細 胞期以上の胚にまで発生した。SFO
は28%の 分割率を示 した。一方,IA処 理精子に媒精された卵子はTO,SFOと もに]0～33.3%
の分割率を示 した(Table6)。
5)体 外受精後の継続培養により得 られた2～3細 胞期の分割受精卵子を5頭 の成熟雌ヤギに
移植 した結果,1頭 が2回 目の発情の回帰を示さず,妊 娠を継続中である。
6)以 上の結果から,体 外あるいは体内で受精能を獲得 した精子と,過 排卵処理後回収 した卵
胞内卵子,排 卵卵子のそれぞれとの体外受精により,媒 精20～30時 間後に侵入が開始され,そ の
後の継続培養により5細 胞期以上の胚を含む分割受精卵子が得 られた(Plate2)。 また、それら
の移植により妊娠例が得られた。
以上,本 研究では,ヤ ギの体外受精技術の確立に必要な諸条件,す なわち精子の受精能獲得の
ための処理条件,受 精能および発生能を保有する卵子を得 るための採取および培養条件がそれぞ





































































































































































































































































































































































































































































離 Σ謡 離 器,。{,暮監毒(x号鷲 羅 躯辛罐 言量1謡。豊。蟄
estroushamsteruterus(C)andovulatedhamsteruterus(D).
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著者は,牛 と同 じ反すう家畜のヤギを用い,体 外受精成立の諸条件を検討 し,次 の知見を得た。
まず,精 子側の条件である受精能獲得の成立をinvivoお よびlnvitroで しらべた。Invivo
では授精後のヤギ子宮内か ら回収 した精子,カ ニュー レ経由でヤギ子宮内に注入後回収 した精子,
ハムスターの摘出子宮内に注入後回収 した精子について,透 明帯除去ハムスター卵子への侵入率







invivoお よびinvitroで 受精能を獲得 したヤギ精子と過排卵処理後回収 したヤギの卵胞内卵子
および排卵卵子を用いた体外受精により,媒 精20～30時 間後に精子侵入が始まり,継 続培養の結
果5細 胞期 以上の胚を含む分割卵子が得 られた。また,そ れ らの移植により妊娠例も得 られた。
以上,本 論文はヤギにおける体外受精成立の条件を明らかにしたもので,家 畜の体外受精技術
の確立に貢献するところが大きく,審 査員一同,著 者は農学博士の学位を授与される資格がある
ものと判定 した。
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